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1BAB I
PENDAHULUAN
A. Latar Belakang
Tumbuhan merupakan faktor yang senantiasa dipersoalkan oleh
manusia karena sangat berkaitan dengan kehidupan. Untuk itu diperlukan
pengamatan yang serius atas berbagai macam tumbuhan, baik dilihat dari
kegunaan yang dimiliki, sifat-sifatnya, kandungan kimia, maupun
kemampuan tumbuhan. Tumbuh-tumbuhan tersebut memiliki fungsi atau
kegunaan yang sangat bermanfaat bagi manusia sehingga mendorong para
ahli untuk meneliti kandungan serta cara ekstraksi dan isolasi senyawa
aktifnya.
Salah satu tumbuhan yang biasa digunakan sebagai obat tradisional
adalah daun sirsak (Annona muricataL.). Daun sirsak (Annona muricata L.)
mengandung senyawa acetogenin, minyak esensial, reticuline, loreximine,
coclaurine, annomurine, higenamine. Kandungan zat-zat lainnya pada daun
sirsak (Annona muricata L.) antara lainannocatacin, annocatalin,
annohexocin, annonacin, annomuricin, anomurine, anonol, caclourine,
gentisic acid, gigantetronin, linoleic acid, dan muricapentocin. Adapun pada
batang dan daun sirsak kaya akan tannin, fitosterol, kalsium oksalat, serta
alkaloid muricine. (Hariana, A., 2006)
Adapun kandungan gizi yang terkandung dari sirsak (Annona
muricataL.) antara lain protein 1,00 gr, lemak 0,30 gr, karbohidrat 16,30 gr,
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2kalsium 14 mg, serat 2,00 gr, vitamin A, vitamin B1, vitamin B2, vitamin C.
(Bahari Hamid, 2011)
Secara tradisional, daun sirsak (Annona mucicata L.) biasa
dimanfaatkan untuk mengobati asma, bronchitis, batuk, diabetes, bisul, borok,
disentri, demam, hipertensi, kurap, kejang dan tumor. (Putri, M., 2011)
Masyarakatminahasa (Sulawesi utara) pada umumnya memanfaatkan
daunsirsak (Annona muricata L.) yang masih muda untuk mengobati bisul
batu agar cepat pecah. Penggunaannya dilakukan dengan mengambil 5-10
lembar daun sirsak. Kemudian ditumbuk hingga halus. Tambahkan air
secukupnya dan aduk hingga merata. Balurkan ramuan tersebut pada bagian
tubuh yang terkena bisul. Gunakan sebanyak tiga kali dalam sehari. (Bahari
Hamid, 2011).
Setelah dilakukan beberapa kali penilitian, terbukti bahwa daun sirsak
biasa digunakan sebagai obat untuk mengatasi penyakit kanker.Selain
menyembuhkan kanker, juga berfungsi sebagai antibakteri, antijamur (fungi),
efektif melawan berbagai jenis parasit/cacing, menurunkan tekanan darah
tinggi, depresi, stress, dan menormalkan sistem saraf yang kurang baik.
Beberapa penelitian telah menunjukkan bahwa ekstrak daun sirsak
sebagai antibakteri patogen secara invitro. Penelitian yang dilakukan oleh
Asolkar et al., tahun 1992 dan  Khan et al., tahun 1997 menyatakan bahwa
beberapa senyawa alkaloid murisolin, cauxine, cauclamine, stepharine, dan
reticulin didalam daun sirsak mampu bertindak sebagai antibakteri. Yang
3dimana khasiat daun sirsak mampu mengatasi infeksi yang disebabkan oleh
bakteri yakni diare, bisul, dan infeksi saluran kemih. (AM Ervizal, 2011)
Berdasarkan hal tersebut maka perlu dilakukan penelitian mengenai
aktivitas antimikroba dari ekstrak daun sirsak (Annona muricata L.) terhadap
bakteri Staphylococcus aureus serta beberapa jenis bakteri patogen lainnya.
B. Rumusan Masaalah
Adapun rumusan dalam penelitian adalah:
1. Apakah ekstrak metanoldaun sirsak (Annona muricata L.) memberikan
aktivitas antibakteri terhadap beberapa bakteri uji?
2. Komponen kimia apa yang memberikan aktivitas antibakteri ekstrak daun
sirsak (annona muricata L.) ?
C. Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui adanya aktivitas antibakteri
ekstrak metanol pada daun sirsak (Annona muricata L.) terhadap beberapa
bakteri uji dengan metode KLT-Bioautografi.
D. Kegunaan Penelitian
Penelitian ini diharapkan menjadi sumber data ilmiah bagi peneliti
selanjutnya, mengenai aktivitas antimikroba dari ekstrak daun sirsak (Annona
muricata L.) sehingga dalam penggunaannya dapat dipertanggung jawabkan
secara ilmiah.
4BAB II
TINJAUAN PUSTAKA
A. Uraian Tanaman
1. Klasifikasi Tanaman (Herliana Ersi, 2011)
Kingdom : Plantae
Divisio : Spermatophyta
Subdivisio : Angiospermae
Class : Dicotyledonae
Familia : Annonaceae
Genus : Annona
Species : Annona muricata L.
2. Penamaan daun Sirsak (Bahari Hamid, 2011)
Daun sirsak adalah daun dari tanaman Annona muricata (L).Nama
daerah: nangka sebrang dan nangka londo (Jawa), nangka walanda dan
sirsak (Sunda), nangka buris (Madura), srikaya jawa (Bali), deureuyan
Belanda (Aceh), durio ulondro (Nias), serekaja (Bugis), jambu landa
(Lampung), durian betawi (Minangkabau).
3. Morfologi daun Sirsak (Hidayat, S., 2011)
Secara morfologi Sirsak (Annona muricata L.) merupakan tanaman
dengan tinggi pohon sekitar 3-10 meter. Dimana merupakan tumbuhan
tropis yang bersifat tahunan. Batang coklat berkayu, bulat, bercabang.
Mempunyai daun bebentuk telur atau lanset, ujung runcing, tepi rata,
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5pangkal meruncing, pertulangan menyirip, panjang tangkai 5 mm, hijau
kekuningan.Ukuran daun sekitar 8-16 cm x 3-7 cm. Tangkai daun
panjangnya 3-7 mm. Bunga terletak pada batang atau ranting, daun
kelopak kecil, kuning keputi-putihan, benang sari banyak berambut.
Buahnya bukanlah buah sejati, yang dinamakan ”buah” sebenarnya adalah
kumpulan buah-buah (buah agregat) dengan biji tunggal yang saling
berimpitan dan kehilangan batas antar buah. Daging buah sirsak berwarna
putih dan bentuk bijinya bulat dengan warna coklat kehitaman dan
permukaan yang mengkilap. Akar berwarna coklat muda, bulat dengan
perakaran tunggang.
4. Kandungan Kimia daun Sirsak (Bahari Hamid, 2011)
Daun sirsak (Annona muricata L.) mengandung senyawa
acetogenin, minyak esensial, reticuline, loreximine, coclaurine, annomurine,
higenamine. Kandungan zat-zat lainnya pada daun sirsak (Annona muricata
L.) antara lain annocatacin, annocatalin, annohexocin, annonacin,
annomuricin, anomurine, anonol, caclourine, gentisic acid, gigantetronin,
linoleic acid, dan muricapentocin.
Adapun kandungan gizi yang terkandung dari sirsak (Annona muricata
L.) antara lain protein 1,00 gr, lemak 0,30 gr, karbohidrat 16,30 gr, kalsium
14 mg, serat 2,00 gr, vitamin A, vitamin B1, vitamin B2, vitamin C.
65. Efek farmakologis(Putri, M., 2011)
Pada umumnya secara tradisional daun sirsak (Annona muricata L.)
biasa dimanfaatkan untuk mengobati kanker, asma, bronchitis, batuk,
diabetes, bisul, borok, disentri, demam, hipertensi, kurap, kejang dan tumor.
B. Uraian Mikroba Uji
1. Pseudomonas aeruginosa
a. Klasifikasi (Garrity. G. M., Bell. J. A., and Lilburn   2004 : 24-95)
Domain :   Bacteria
Phylum :   Proteobacteria
Class :   Gammaproteobacteria
Ordo :   Pseudomonadales
Familia :   Pseudomonadaceae
Genus :   Pseudomonas
Spesies : Pseudomonas aeruginosa
b. Sifat dan morfologi (Jawetz, 2000)
Bakteri berbentuk batang, aerob, Gram negatif dapat bergerak,
pada perbenihan padat koloninya tampak berwarna hijau kebiru-biruan
karena menghasilkan pigmen pyocyanin.
Pseudomonas aeruginosa bergerak dan berbentuk batang,
berukuran kurang lebih 0,6 x 2 µm. Terlihat sebagai bakteri tunggal,
berpasangan dan kadang-kadang membentuk rantai yang pendek.
7Pseudomonas aeruginosa adalah aerob obligat yang tumbuh
dengan mudah pada banyak jenis pembenihan biakan. Beberapa strain
menghemolisis darah.
Pseudomonas aeruginosa membentuk koloni halus bulat dengan
warna fluoresensi kehijauan. Bakteri ini sering menghasilkan piocyanin,
pigmen kebiru-biruan yang tidak berflouresensi yang berdifusi ke dalam
agar.
Pseudomonas aeruginosa tumbuh dengan baik pada suhu 370 C-
420 C.Pertumbuhan pada suhu 420 C membantu membedakan spesies ini
dari spesies pseudomonas yang lainnya. Bakteri ini oksidase positif dan
tidak meragikan karbohidrat. Tetapi banyak strain yang
mengoksidasiglukosa. Pengenalan biasanya berdasarkan morfologi dan
pertumbuhan pada suhu 420 C, untuk membedakan Pseudomonas
aeruginosa lainnya. Berdasarkan aktivitas biokimia dibutuhkan
pengujian dengan berbagai substrak.
Pseudomonas aeruginosa menimbulkan infeksi pada luka dan luka
bakar, menimbulkan nanah hijau kebiruan, meningitis, dan infeksi
saluran kemih bila masuk bersama kateter dan instrument lain atau
dalam oksigen untuk irigasi keterlibatan saluran napas terutama dari
respirator yang terkontaminasi, mengakibatkan pneumonia yang disertai
nekrosis. Bakteri ini sering dijumpai pada otitis eksterna ringan pada
perenang. Bakteri ini menyebabkan otitis eksterna invasi (maligna)
pada penderita diabetes. Infeksi mata yang dapat dengan cepat
8menyebabkan kerusakan mata sering terjadi setelah cedera atau
pembedahan menyerang aliran darah dan mengakibatkan sepsis yang
vital.
2. Escherichia coli
a. Klasifikasi (Garrity. G. M., Bell. J. A., and Lilburn   2004 : 24-172)
Domain :   Bacteria
Phylum :   Firmicutes
Class :   Bacilli
Ordo :   Bacillales
Familia :   Escherichiaceae
Genus : Escherichiae
Spesies : Escherichia coli
b. Sifat dan Morfologi
Escherichia coli adalah bakteri Gram negatif berbentuk batang
pendek dan lurus dengan ukuran 0,4-0,7 µm x 1,4 µm dan kadang-
kadang lebih pendek membentuk rantai. Bergerak dengan flagel
peritrik atau tidak bergerak. Mudah tumbuh pada pembenihan
sederhana, tidak mempunyai spora dan kapsul.Umumnya
memfermentasikan laktosa membentuk asam dan gas, ada pula yang
tidak memfermentasikan glukosa dan maltosa. Dapat ditemukan dalam
usus mamalia, tumbuh optimal pada suhu 370 C.
93. Salmonella typhosa
a. Klasifikasi (Garrity. G. M., Bell. J. A., and Lilburn   2004 :24-122).
Domain :   Bacteria
Class :   Gammaproteobacteria
Ordo :   Enterobacteriales
Familia :   Enterobacteriaceae
Genus :   Salmonella
Spesies : Salmonella typhosa
b. Sifat dan Morfologi
Salmonella typhosa adalah bakteri Gram negative berbentuk
batang lurus, dengan ukuran 0,5-0,8 µm x 1-3 µm, biasanya tunggal
dan kadang-kadang membentuk rantai pendek, jenis yang bergerak
berflagella peritrik, hidup secara aerobic atau anaerobic fakultatif,
meragikan glukosa dengan menghasilkan asam kadang-kadang gas.
Tumbuh optimal pada suhu 370 Cdan berkembang biak pada suhu
kamar, bakteri ini dapat ditemukan di saluran pencernaan manusia dan
hewan. Bakteri ini merupakan penyebab demam tifoid karena adanya
infeksi akut pada usus halus manusia dan hewan.
4. Streptococcus mutans
a. Klasifikasi (Garrity. G. M., Bell. J. A., and Lilburn   2004 : 24-203))
Domain :   Bacteria
Phylum :   Firmicutes
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Class :   Bacilli
Ordo :   Lactobacillales
Familia :   Streptococccaceae
Genus :   Streptococcus
Spesies : Streptococcus mutans
b. Sifat dan morfologi
Bentuk bulat tersusun seperti rantai, termasuk bakteri Gram positif
dan biasanya tidak berpigmen. Berdiameter 0,5-1,5  mm koloni bulat
cembung dengan permukaan licin atau sedikit kasar dan tepi seluruhnya
atau sebagian tidak beraturan. Koloni buram berwarna biru terang,
bersifat fakultatif anaerob, dapat tumbuh pada suhu 450 C dan suhu
optimumnya 300C-370C, terdapat dalam bentuk hingga membentuk
kelompok yang tidak beraturan. Dinding sel terdiri dari 4 komponen
antigenik yaitu peptidoglikan, polisakarida, protein dan asam lipotekoat.
Streptococcus mutans menghasilkan gabungan antara
glukosiltransferase dan fruktosiltransferase baik intraseluler maupun
ekstraseluler.Enzim ini spesifik untuk substansinya, sukrosa yang
digunakan untuk mensintesis glukan dan fruktan bermolekul tinggi.
Dengan enzim tersebut Streptococcu mutans mengubah semua
makanan (terutama gula dan karbohidrat) menjadi asam, sisa makanan
dan ludah bergabung membentuk bahan lengket yang disebut plak yang
merupakan awal terjadinya karies gigi.
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Streptococcus mutans merupakan spesies yang mendominasi
komposisi bakteri dalam plak gigi. Bakteri ini merupakan mikroflora
normal dalam rongga mulut yang harus mendapatkan perhatian khusus
karena kemampuannya membentuk plak dari sukrosa melebihi jenis
bakteri yang lainnya. Morfologi koloni Streptococcus mutans divergen,
bergantung media yang digunakan.Walaupun pada media padat paling
sering ditemukan koloni kasar, koloni halus dan mukoid.
Streptococcus mutans berbentuk lonjong dengan garis tengah
kurang dari 2 mikrometer, merupakan bakteri Gram positif dan bereaksi
dengan katalase. Koloninya berpasangan atau berantai, tidak bergerak
dan tidak berspora. Dalam pembenihan cair membentuk rantai pendek
sampai panjang. Metabolismenya anaerob, namun dapat hidup secara
fakultatif anaerob.
5. Bacillus subtillis
a.   Klasifikasi (Garrity. G. M., Bell. J. A., and Lilburn   2004 :24-172)
Domain :   Bacteria
Phylum :   Firmicutes
Class :   Bacilli
Ordo : Bacillales
Familia :   Bacillaceae
Genus :   Bacillus
Spesies : Bacillus sublitis
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b. Sifat dan morfologi
Bacillus sublitis merupakan bakteri Gram positif memiliki sel
batang 0,3 – 2,2 µm x 1,27-7,0 µm. Sebagian besar motil; flagelum
khas lateral. Membentuk endospora tidak lebih dari satu dalam sel
spongarium. Kemoorganotrof. Metabolisme dengan respirasi sejati,
fermentasi sejati, atau kedua-duanya, yaitu respirasi dan fermentasi
(Pelczar. Michael J. and Chan. E.C.S 2008 : 947)
6. Staphylococcus aureus
a.   Klasifikasi (Garrity. G. M., Bell. J. A., and Lilburn   2004 :24-187)
Domain :   Bacteria
Phylum :   Firmicutes
Class :   Bacilli
Ordo :   Bacillales
Familia : Staphylococcaceae
Genus : Staphylococcus
Spesies : Staphylococcus aureus
b. Sifat dan morfologi
Staphylococcus aureus adalah bakteri Gram positif. Sel-sel
berbentuk bola, berdiameter 0,5 – 1,5 µm, terdapat dalam tunggal dan
berpasangan dan secara khas membelah diri pada lebih dari satu
bidang sehingga membentuk gerombolan yang tak teratur. Non motil.
Tidak diketahui adanya stadium istirahat. Dinding sel mengandung
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dua komponen utama yaitu peptidoglikan dan asam teikoat.
Berasosiasi dengan kulit, dan selaput lendir hewan berdarah panas.
Kisaran inangnya luas, dan banyak galur merupakan patogen potensial
(Pelczar. Michael J. and Chan. E.C.S 2008 : 954-955).
7. Vibrio sp
a.   Klasifikasi (Garrity. G. M., Bell. J. A., and Lilburn   2004 :24-109)
Domain :   Bacteria
Phylum :   Proteobacteria
Class :   Gammaproteobacteria
Ordo :   Vibrioanales
Familia :   Vibrionaceae
Genus :   Vibrio
Spesies : Vibrio sp
b. Sifat dan morfologi
Vibrio sp adalah bakteri Gram negatif. Batang pendek, tidak
membentuk spora, sumbuhnya melengkung atau lurus, 0,5 µm x 1,5-
3,0 µm, terdapat tunggal atau kadang-kadang bersatu dalam bentuk S
atau spiral. Motil dengan satu flagelum polar, atau pada beberapa
spesies dengan dua atau lebih flagelum dalam satu berkas polar; hanya
sesekali non motil. Seringkali mempunyai sferoplas, biasanya dibentuk
dalam keadaan lingkungan yang kurang menguntungkan. Tidak tahan
asam. Tidak membentuk kapsul. Tumbuh baik dan cepat pada medium
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nutrien baku. Kemoorganotrof. Metabolisme dengan respirasi
(menggunakan oksigen) dan fermentatif. Anaerobik fakultatif. Suhu
optiumum berkisar dari 18-37 0C. (Pelczar. Michael J. and Chan. E.C.S
2008 : 956).
8. Staphylococcus epidermis
a.   Klasifikasi (Garrity. G. M., Bell. J. A., and Lilburn   2004 :24-187)
Domain :   Bacteria
Phylum :   Firmicutes
Class :   Bacilli
Ordo :   Bacillales
Familia :   Staphylococcaceae
Genus :   Staphylococcus
Spesies : Staphylococcus epidermis
b. Sifat dan morfologi
Staphylococcus epidermis adalah bakteri Gram positif. Sel-sel
berbentuk bola, berdiameter 0,5 – 1,5 µm, terdapat dalam tunggal dan
berpasangan dan secara khas membelah diri pada lebih dari satu
bidang sehingga membentuk gerombolan yang tak teratur. Anaerob
fakultatif, tumbuh lebih cepat dan lebih banyak dalam keadaan
aerobik. Suhu optimum 35 – 400C. Terutama berosiasi dengan kulit,
dan selaput lendir hewan berdarah panas (Pelczar. Michael J. and
Chan. E.C.S 2008 : 954).
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Koloninya berwarna putih atau kuning dan bersifat anaerob
fakultatif. Kuman ini tidak mempunyai protein A pada dinding selnya.
Bersifat koagulasa negatif meragi glukosa, dalam keadaan anaerob
tidak meragi manitol. (Syahracham, Agus, dkk 1994 :177).
C. Metode Ekstraksi Bahan Alam
1. Defenisi Ekstraksi (Tobo. F, 2001)
Ekstraksi adalah penyarian zat-zat aktif dari bagian tanaman, hewan
dan beberapa jenis ikan termasuk biota laut. Zat-zat aktif tersebut terdapat
di dalam sel, namun sel tanaman dan hewan berbeda. Demikian pula
ketebalannya sehingga diperlukan metode ekstraksi dengan pelarut tertentu
dalam mengekstraksinya.
2. Mekanisme Ekstraksi
Umumnya zat aktif yang terkandung dalam tanaman maupun
hewan lebih larut dalam pelarut organik. Proses terekstraksinya zat aktif
dalam tanaman adalah sebagai berikut, pelarut organik akan menembus
dinding sel dan masuk kedalam rongga sel tanaman atau hewan yang
mengandung zat-zat aktif. Zat-zat aktif tersebut akan terlarut sehingga akan
terjadi perbedaan konsentrasi antara larutan zat aktif di dalam sel dan
pelarut organik diluar sel. Maka larutan terpekat akan terdifusi keluar sel,
dan proses ini akan berulang terus sampai terjadi kesetimbangan antara
konsentrasi zat aktif di dalam dan di luar sel.
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3. Jenis Ekstraksi
Cara penyarian atau ekstraksi dibedakan menjadi infundasi,
maserasi, perkolasi, dan penyarian berkesinambungan. Dari keempat
caratersebut sering dilakukan modifikasi untuk memperoleh hasil yang
lebih baik.
a.  Ekstraksi Secara Perkolasi
Perkolasi adalah cara penyarian yang dilakukan dengan
mengalirkan cairan penyari melalui serbuk simplisia yang telah dibasahi
Prinsip perkolasi adalah sebagai berikut : serbuk simplisia
ditempatkan dalam suatu bejana silinder yang bagian awalnya diberi sekat
berpori. Cairan penyari dialirkan dari atas ke bawah melalui serbuk
tersebut, cairan penyari akan melarutkan zat aktif sel-sel yang dilalui
sampai mencapai keadaan jenuh. Gerak ke bawah disebabkan oleh
kekuatan gaya beratnya sendiri dan cairan di atasnya, dikurangi dengan
gaya kapiler yang tegangan permukaan, difusi, osmosa, adesi, daya
kapiler dan daya geseran (friksi)
Alat yang digunakan untuk perkolasi disebut perkolator, cairan
yang digunakan untuk menyari disebut cairan penyari atau menstrum,
larutan zat aktif yang keluar dari perkolator disebut sari atau perkolat,
sedang sisa setelah dilakukannya penyarian disebut ampas atau sisa
perkolasi.
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Kekuatan yang berperan pada perkolasi antara lain : gaya berat,
kekentalan, daya larut, tegangan permukaan, difusi, osmosa, adesi, daya
kapiler dan daya gesekan.
b. Ekstraksi Secara Maserasi
Maserasi merupakan cara penyarian yang sederhana. Maserasi
dilakukan dengan cara merendam serbuk simplisia dalam cairan penyari.
Cairan penyari akan menembus dinding sel dan akan masuk kedalam
rongga sel yang mengandung zat aktif, zat aktif akan larut dan karena
adanya perbedaan konsentrasi antara larutan zat aktif di dalam sel dengan
yang di luar sel, maka larutan yamg terpekat didesak keluar. Peristiwa
tersebut berulang sehingga terjadi kesetmibangan konsentrasi antara
larutan di luar sel dan di dalam sel.
Maserasi pada umumnya dilakukan dengan cara: 10 bagian
simplisia dengan derajat halus yang sesuai di masukkan ke dalam bejana,
kemudian dituang dengan 75 bagian cairan penyari, ditutup dan dibiarkan
selama 5 hari terlindung dari cahaya, sambil berulang-ulang diaduk.
Setelah 5 hari sari diserkai, ampas diperas. Ampas ditambah cairan
penyari secukupnya diaduk dan diserkai, sehingga diperoleh seluruh sari
sebanyak 100 bagian. Bejana ditutup, dibiarkan di tempat sejuk,
terlindung dari cahaya, selama 2 hari. Kemudian endapan dipisahkan.
c. Ekstraksi Secara Refluks
Prinsip kerja dari ekstraksi dengan cara refluks adalah cairan
penyari dipanaskan hingga mendidih, penyari akan naik ke atas melalui
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serbuk simplisia, uap penyari mengembun karena didinginkan oleh
pendingin balik. Embun turun melalui serbuk simplisia sambil melarutkan
zat aktifnya dan kembali ke labu, cairan akan menguap kembali berulang
proses seperti di atas.
Keuntungan dari ekstraksi secara refluks yaitucairan penyari yang
diperlukan lebih sedikit,dan secara langsung diperoleh hasil yang lebih
pekat  serbuk simplisia disari oleh cairan penyari yang murni, sehingga
dapat menyari zat aktif lebih banyak; penyari dapat diteruskan sesuai
dengan keperluan, tanpa menambah volume cairan penyari.
D. Metode sterilisasi
1. Sterilisasi secara fisik (Waluyo, 2004 ; Djide, 2005)
a. Pemanasan basah
i. Otoklaf
Alat ini serupa tangki minyak yang dapat diisi dengan uap
air. Otoklaf memiliki suatu ruangan yang mampu menahan tekanan
di atas 1 atm. Biasanya otoklaf sudah diatur sedemikian rupa,
sehingga pada suhu tersebut, tekanan yang ada 1 atmosfer per 1
cm2. Perhitungan waktu 15 atau 20 menit dimulai semenjak
termometer pada otoklaf menunjuk 1210 C.
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ii. Tyndalisasi
Proses sterilisasi dengan cara menggunakan pemanasan
dengan suhu 1000 Cselama 30 menit dan dilakukan setiap hari
berturut-turut selama tiga hari.
iii. Pasteurisasi
Proses pemanasan pada suhu rendah yaitu 63 - 700 C
selama 30 menit dan dilakukan setiap hari selama tiga hari
berturut-turut.
b. Pemanasan kering
i. Oven
Sterilisasi ini dengan menggunakan udara panas. Alat-alat yang
disterilkan ditempatkan dalam oven dimana suhunya dapat
mencapai 160-1800 C. Oleh karena daya penetrasi panas kering
tidak sebaik panas basah, maka waktu yang diperlukan pada
sterilisasi cara ini lebih lama yakni selama1-2 jam.
ii. Pembakaran
Pembakaran juga merupakan salah satu metode sterilisasi,
tetapi cara ini terbatas penggunaannya. Cara ini biasa dipergunakan
untuk mensterilkan alat penanam kuman (jarum ose/sengkelit).
Yakni dengan membakarnya sampai pijar. Dengan cara ini semua
bentuk hidup akan dimatikan.
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c. Penyinaran dengan sinar gelombang pendek
Mikroorganisme di udara dapat dibunuh dengan penyinaran
memakai sinar ultra violet. Panjang gelombang yang dapat membunuh
mikroorganisme adalah di antara 220-290 nm; radiasi yang paling
efektif adalah 253,7 nm.
2. Sterilisasi secara kimia
Antiseptik kimia biasanya dipergunakan dan dibiarkan menguap
seperti halnya alkohol. Umumnya isopropil alkohol 70-90 % merupakan
antiseptik yang sangat efektif dan efisien.
3. Sterilisasi secara mekanik
Untuk beberapa bahan yang akibat pemanasan ataupun tekanan tinggi
akan mengalami perubahan ataupun penguraian, sterilisasinya harus
dilakukan secara mekanik. Misalnya dengan saringan.
E. Antimikroba
1. Defenisi Antimikroba
Antimikroba (AM) adalah obat pembasmi mikroba, khususnya
mikroba yang merugikan manusia. Berdasarkan sifat toksisitas selektif,
ada antimikroba yang bersifat menghambat pertumbuhan mikroba dan
dikenal sebagai aktivitas bakteriostatik, dan ada yang bersifat membunuh
mikroba, dikenal sebagai aktivitas bakterisid. Kadar minimal yang
diperlukan untuk menghambat pertumbuhan miroba atau membunuhnya,
masing-masing dikenal sebagai kadar hambat minimal (KHM) dan kadar
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bunuh minimal (KMB). Antimikroba tertentu aktivitasnya dapat
meningkat dari bakteriostatik menjadi bakterisid bila kadar
antimikrobanya ditingkatkan melebihi KHM.
2. Mekanisme Kerja Antimikroba
Berdasarkan mekanisme kerjanya, antimikroba dibagi menjadi 5
kelompok :
a. Penginaktifan enzim tertentu
Penginaktifan enzim tertentu adalah mekanisme umum dari senyawa
antiseptik dan desinfektan, seperti turunan aldehid, amida, karbanilida,
etilen oksida, halogen, senyawa merkuri dan senyawa ammonium
kuartener.
Aldehid dan etilen oksidabekerja dengan mengalkilasi secara
langsung gugus nukleofil seperti gugus-gugus amino, karboksil,
hidroksil, fenol dan tiol dari protein sel bakteri.Reaksi alkilasi tersebut
menyebabkan pemblokan sisi aktif dan pengubahan konformasi enzim
sehingga terjadi hambatan pertumbuhan bakteri.
Iodin secara langsung dapat mengadakan iodinasi rantai polipeptida
protein sel bakteri, mengoksidasi gugus tirosin dan sulhidril protein, dan
menyebabkan penginaktifan protein enzim tertentu sehingga bakteri
mengalami kematian.
Akibat protein dan enzim tidak dapat berfungsi secara normal dan bakteri
mengalami kematian.
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b. Denaturasi protein
Turunan alkohol, halogen dan halogenofor, senyawa merkuri,
peroksida dan turunan fenol dan senyawa ammonium kuartener bekerja
sebagai antiseptic dan desinfektan.
Obat yang termasuk dalam kelompok ini adalah polimiksin,
golongan polien serta berbagai antimikroba kemoterapeutik, umpamanya
antiseptik surface active agents. Polimiksin sebagai senyawa ammonium-
kuarten turunan fenol dan senyawa ammonium kuartener bekerja
sebagaier dapat merusak dinding sel setelah bereaksi dengan fosfat pada
fosfolipid membran sel mikroba. Polimiksin tidak efektif terhadap kuman
gram-positif karena jumlah fosfor bakteri ini rendah.Kuman gram-negatif
yang menjadi resisten terhadap polimiksin, ternyata jumlah fosfornya
menurun. Antibiotik polien bereaksi  dengan struktur sterol yang terdapat
pada membra sel fungus sehingga mempengaruhi permeabilitas selektif
membrat tersebut. Bakteri tidak sensitif terhadap antibiotik polien, karena
tidak memiliki struktur sterol pada membran selnya.Antiseptik yang
mengubah tegangan permukaan (surface-active agents), dapat merusak
permebialitas selektif dari membran sel mikroba. Kerusakan membran sel
menyebabkan keluarnya berbagai komponen penting dari dalam sel
mikroba yaitu protein, asam nukleat, nukleotida dan lain – lain.
c. Antimikroba yang menghambat sintesis protein sel mikroba.
Hidupnya suatu sel tergantung pada pemeliharanya molekul-molekul
dalam keadaan alamiah.
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Suatu  kondisi atau substansi mengubah keadaan ini yaitu mendenaturasi
protein dengan merusak sel tanpa dapat diperbaiki kembali. Suhu tinggi
atau kosentrasi beberapa zat dapat mengakibatkan koagulasi irreversible
komponen-komponen seluler yang vital ini.
Antimikroba mempunyai fungsi ribosom pada mikroorganisme yang
menyebabkan sintesis protein terlambat. Dimana dapat berkaitan dengan
ribosom 3OS yang dapat menyebabkan akumulasi sintesis protein awal
yang kompleks sehingga salah dalam menerjemahkan tanda m-RNA dan
menghasilkan polipeptida yang abnormal. Selain itu juga dapat berikatan
dengan ribosom 5OS yang dapat menghambat ikatan asam amino baru
pada rantai pepetida yang memanjang. Contohnya obat yang termasuk
dalam kelompok ini yaitu aminoglikosida, kloranfenikol, tetrasiklin,
eritromisin, dan linkomisin. (Ganiswara, 1995)
d. Antimikroba yang menghambat sintesis asam nukleat sel mikroba.
Antimikroba yang termasuk dalam golongan ini adalah rifampisin,
golongan kuinolon, pyritamin, dan trimetrexat. Asam nukleat merupakan
bagian yang sangat vital bagi perkembangbiakan sel. Untuk
pertumbuhannya sel tergantung pada sintesis DNA, sedangkan RNA
diperlukan untuk transkripsi dan menentukan informasi sintesis protein
dan enzim. Ada beberapa jenis RNA yaitu t-RNA, m-RNA, masing-
masing mempunyai peranan pada sintesis protein.
Begitu pentingnya DNA dan RNA dalam proses kehidupan sel. Hal
ini berarti bahwa gangguan apapun yang terjadi pada pembentukan atau
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pada fungsi zat-zat tersebut dapat mengakibatkan kerusakan vital pada sel.
Dalam hal ini mempengaruhi metabolisme asam nukleat, seperti berikatan
dengan enzim DNA dependen RNA-polymerase bakteri, memblokir helix
DNA. (Pelczar, 2008)
F. Uraian Umum Uji Mikrobiologis (Djide, 2005, 258-259)
Uji atau penetapan antimikroba dapat dilakukan dengan cara (1)
kimia, fisikokimia dan (2) secara mikrobiologik atau biologik. Pada uji
atau penetapan secara mikrobiologik lebih menggambarkan tentang
khasiat antimikroba tersebut.
Uji potensi antimikroba secara mikrobiologik adalah suatu teknik
untuk menetapkan potensi suatu antimikroba dengan mengukur efek
senyawa tersebut terhadap pertumbuhan mikroorganisme uji yang peka
dan sesuai. Efek yang ditimbulkan pada senyawa uji dapat berupa
hambatan dan rangsangan pertumbuhan. Terdapat dua cara yang umum
dala uji potensi secara mikrobiologik yaitu:
1. Metode Lempeng atau Difusi Agar
Pada pengujian potensi suatu antimikroba dengan difusi agar, berarti
sebagai dasar kuantitatif untuk membandingkan potensi antibiotik baku.
metode ini menggunakan media padat, yang pada permukaannya telah
diinokulasikan mikroorganisme yang sensitif terhadap antimikroba yang
secara merata. Pencadang atau reservoir diletakkan pada permukaan media
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tersebut dan selanjutnya dipipet senyawa antimikroba yang akan diuji ke
dalam pencadang dengan volume tertentu. Selanjutnya diinkubasikan pada
suhu dan waktu tertentu. Selama masa inkubasi akan terjadi proses difusi
antimikroba kedalam gel agar dan membentuk daerah hambatan (zone).
Zone yang terbentuk inilah yang digunakan sebagai dasar kuantitatif untuk
membandingkan potensi antibiotika baku.
2. Metode Tabung atau Turbidimetri
Pada pengujian atau penetapan secara tabung atau turbidimetri, media
yang digunakan adalah media cair yang diinokulasikan dengam
mikroorganisme uji yang sensitif dalam  tabung-tabung reaksi steril.
Selanjutnya dipipet senyawa antimikroba steril yang diuji kemudiaan
diinkubasikan. Pertumbuhan mikroorganisme ditandai dengan terjadinya
kekeruhan dalam tabung asesuai dengan tingkat pengenceran dari senyawa
yang diuji dan antimikroba baku. Kekeruan media setelah masa inkubasi
tadi dinyatakan sebagai kerapatan optik media tersebut, tergantung pada
kadar larutan senyawa yang diuji  di dalam tabung, berbanding terbalik
apabila senyawa tersebut adalah antimikroba, sedangkan pada vitamin akan
berbanding lurus.
3. KLT-Bioautografi (Djide, 2005)
Menurut Betina (1972) KLT-Bioautografi adalah metode pendeteksian
untuk menemukan senyawa antimikroba yang belum teridentifikasi dengan
melokalisir aktivitas antimikroba pada kromatogram. Metode ini didasarkan
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atas efek biologi (antibakteri, antiprotozoa, antitumor, antiviral) dari
substansi yang diteliti.
Ciri khas dari prosedur bioautografi adalah didasarkan atas tekhnik
difusi agar, dimana senyawa antibakteri dipindahkan dari lapisan
kromatografi ke medium agar yang telah diinokulasi dengan bakteri yang
sesuai. Dua lapisan media agar dianjurkan untuk bioautografi yaitu lapisan
dasar (based layer) dan lapisan atas (seed layer). Zona inhibisi ditampakkan
oleh aktivitas dehidrogenasi dari pereaksi pendeteksi.
Bioautografi dapat dipertimbangkan paling efisien untuk mendeteksi
komponen antimikroba sebab dapat melokalisir aktivitas meskipun dalam
senyawa kompleks dan dapat langsung diisolasi dari komponen aktif.Selain
itu, metode sederhana yang telah dikembangkan ini, dapat mencegah adanya
perluasan bakteri dari peralatan yang digunakan serta masalah-masalah yang
berhubungan dengan perbedaan difusi senyawa-senyawa dari kromatogram
ke media agar.
Bioautografi dapat dibagi dalam 3 kelompok, yaitu :
a. Bioautografi langsung, dimana mikroorganismenya tumbuh secara
langsung di atas lempeng Kromatografi Lapis Tipis (KLT). Prinsip
kerja dari metode ini adalah suspensi mikroorganisme uji yang peka
dalam medium cair disemprotkan pada permukaan Kromatografi Lapis
Tipis (KLT) yang telah dihilangkan sisa-sisa eluen yang menempel
pada lempeng kromatogram. Setelah itu dilakukan inkubasi pada suhu
dan waktu tertentu. Pengeringan kromatogram dilakukan secara hati-
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hati dengan menggunakan “hair dryer” untuk menghilangkan sisa
eluen. Besarnya lempeng KLT yang sering digunakan adalah 20x20 cm
dan untuk meratakan suspensi bakteri yang telah disemprotkan dapat
menggunakan alat putar atau “roller” yang dilapisi dengan kertas
kromatogram (Whatman, Clipton). Lempeng KLT diinkubasi semalam
( 1 x 24 jam) dalam kotak plastik dan dilapisi dengan kertas, kemudian
disemprot dengan 5 ml larutan cair TTC ( 20 mg/ml) atau INT ( 5
mg/ml), INTB (5 mg/ml) serta MTT (2,5 mg/ml) dan selanjutnya
diinkubasi kembali selama 4 jam pada suhu 370 C.
b. Bioautografi kontak, dimana senyawa antimikroba dipindahkan dari
lempeng KLT ke medium agar yang telah diinokulasikan bakteri uji
yang peka secara merata dan melakukan kontak langsung. Prinsip kerja
dari metode ini didasarkan atas difusi dari senyawa yang telah
dipisahkan dengan kromatografi lapis tipis (KLT). Lempeng
kromatografi ini ditempatkan di atas permukaan medium nutrient agar
yang telah diinokulasikan dengan mikroorganisme yang sensitif
terhadap senyawa antimikroba yang dianalisa. Setelah 15-30 menit,
lempeng kromatografi kemudian dipindahkan dari permukaan medium.
Senyawa antibakteri yang telah berdifusi dari kromatogram ke dalam
medium agar akan menghambat pertumbuhan bakteri setelah diinkubasi
pada waktu dan tempat temperatur yang tepat, hingga noda yang
menghambat tampak pada permukaan.
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c. Bioautografi pencelupan, di mana medium agar telah diinokulasikan
dengan suspense bakteri dituang di atas lempeng Kromatografi Lapis
Tipis (KLT). Prinsip kerja dari metode ini adalah lempeng kromatografi
yang telah dielusi diletakkan dalam cawan petri sehingga permukaan
tertutupi oleh medium agar yang berfungsi sebagai based layer. Setelah
medium agar memadat. Selanjutnya dituang medium agar yang telah
diinokulasi dengan mikroorganisme yang berfungsi sebagai seed layer
dan diinkubasi pada suhu dan waktu yang sesuai.
Beberapa modifikasi metode KLT-bioautografi telah dilakukan
oleh Nicolas dkk, dengan menuangkan medium agar beisi 2,3,5
trifeniltetrazoliumklorida (TTC) dan ditanami dengan organisme yang
diuji di atas kromatogram.
Beberapa prosedur yang dikemukakan di atas masing-masing
mempunyai kelebihan dan kekurangan. Menurut Horman dan Fuchs,
bioautografi kontak merupakan tipe yang paling sering digunakan,
masalah perbedaan difusi dari senyawa-senyawa dari kromatogram ke
plat agar dipermudah dengan deteksi bioautografi secara langsung,
tetapi metode ini membutuhkan peralatan mikrobiologi yang cukup
rumit. Sedangkan Land dan Lyon, menyatakan bioautografi secara
langsung, untuk aktivits antibakteri sangat sensitif dan melokalisir
senyawa-senyawa yang aktif, tetapi mempunyai kekurangan karena
keterbatasan mikroorganisme yang dapat tumbuh secara langsung di
atas lapisan kromatografi. Sedang metode bioautografi pencelupan
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merupakan metode yang paling tepat sebab tidak dipengaruhi olah
kemungkinan adanya kontaminasi.
E. Tinjauan Islam Mengenai Mikroba Penghasil Antibiotika
Segala yang ada di dunia ini adalah ciptaan dan milik Allah swt.Tanpa
terkecuali, termasuk mikroorganisme-mikroorganisme yang ada di bawah
tanah sekalipun. Hal ini sejalan dengan Firman Allah swt.
(Q. S Thaahaa : 6)
Kepunyaan-Nya-lah semua yang ada di langit, semua yang di bumi, semua
yang di antara keduanya dan semua yang di bawah tanah
Di dalam Al Quran, Allah SWT menyiratkan akan penciptaan makhluk
hidup termasuk penciptaan mikroorganisme yang merupakan bagian dari
mahluk hidup ciptaan Allah SWT, serta proses penciptaan dan komponen
penyusun makhluk hidup termasuk mikroorganisme seperti dalam ayat yaitu :
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TerjemahNya :
“Dan Allah telah menciptakan semua jenis hewan dari air, maka sebagian dari
hewan itu ada yang berjalan di atas perutnya dan sebagian berjalan dengan dua
kaki sedang sebagian (yang lain) berjalan dengan empat kaki. Allah
menciptakan apa yang dikehendaki-Nya, sesungguhnya Allah Maha Kuasa
atas segala sesuatu” (Q.S.An  Nur :  45).
Dari beberapa ayat diatas dapat kita ketahui bahwa Allah SWT telah
menciptakan makhluk hidup termasuk mikroorganisme secara sempurna atau
secara mendetail tanpa ada hal yang tertinggal atau kurang pada diri makhluk
hidup tersebut termasuk mikroorganisme. Sehingga kita sebagai makhluk
hidup harus bersyukur dengan pemberian Allah SWT, termasuk penciptaan
mikroorganisme yang banyak memberi manfaat kepada manusia, salah
satunya digunakan sebagai sumber penghasil antibiotika.
Para ahli pengobatan tradisional telah melakukan eksperimen terhadap
obat-obat tersebut. Merek merujuk pada berbagai buku medis yang disusun
oleh pakar pengobatan. Ini termasuk satu cabang ilmu diantara berbagai
cabang ilmu yang sangat banyak. Sekelompok orang memang ada yang
menjadi tenaga ahli dalam pengobatan semenjak masa kenabian, juga
sebelum itu dan sesudahnya. Mereka mengetahui formula obat-obatan,
karakteristik, dan cara penggunaannya. Diiringi dengan keyakinan mereka
bahwa obat itu hanya penyebab perantara kesembuahan saja dan Allah lah
yang menjadikan penyebab itu semua. Oleh karena itu hukumnya boleh
mempelajari ilmu pengobatan ini dan berobat dengannya.
Kebutuhan akan obat-obat di era modern seperti ini sangat besar
seiring dengan munculnya berbagai macam penyakit dikalangan masyarakat.
Oleh karna itu penelitian yang bertujuan untuk menemukan senyawa obat
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baru akan terus dilakukan. Hal ini didasari oleh sebuah hadist yang
diriwayatkan oleh Muslimdari Jabirr.a bawha Rasulullah bersabda :
… ِﻟ ُﻜ ﱢﻞ َد ٍءا َد َو ٌءا َﻓ ، ِﺈ َذ ا َﱃﺎَﻌَـﺗ ِﷲا ِنْذِِﺈﺑ ََأﺮَـﺑ ِءا ﱠﺪﻟا ُءاَوَد َﺐْﻴِﺻُأ(ﻢﻠﺴﻣ ﻩاور)
Artinya :
“… Setiap penyakit ada obatnya. Dan jika suatu obat mengenai tepat pada
penyakitnya, ia akan sembuh dengan izin Allah Ta`alaa.” (HR. Muslim).
Setiap penyakit yang diturunkan oleh Allah swt ada obatnya dan setiap
pengobatan itu harus sesuai dengan penyakitnya. Setiap penyakit terjadi
akibat dari berbagai macam faktor, salah satunya adalah infeksi yang
diakibatkan oleh mikroorganisme.
Infeki yang tidak dilayani dengan benar dapat berakibat fatal pada kesehatan
manusia. Infeksi dapat disembukan dengan menggunakan zat-zat antibiotika.
Akan tetapi penggunaan antibiotika yang telah begitu luas, dapat memicu
terjadi resistensi. Untuk itu pemberian antibiotika harus sesuai dengan aturan
pakai yang telah ditetapkan oleh para ahli farmasi.
Dimana diriwayatkan oleh Abi Hurairah r.a bahwa rasulullah bersabda :
… ﱠﻟا َءاَو ﱠﺪﻟا ُﷲا َلَﺰْـَﻧأ َءا ﱠﺪﻟا َلَﺰْـَﻧأ يِﺬ ﻩاور)ﻟا رﺎﺨﺒي(
Artinya :
“…Allah yang menurunkan penyakit, dan dia juga yang menurunkan
obatnya.” (HR. Bukhari)
Seiring dnegan perkembangan ilmu pengetahuan, jenis dan klasifikasi
penyakit akan semakin banyak ditemukan dan penemuan obat baru juga akan
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semakin bertambah. Allah swt yang menurunkan penyakit dan Allah swt pula
yang menurunkan obatnya.
Oleh karena itu banyaknya tumbuhan yang dapat dimanfaatkan
terutama sebagai obat, maka rasulullah memerintahkan kita untuk berobat bila
terkena penyakit.
Kesembuhan seseorang dari penyakit yang diderita memang Allah
SWT yang menyembuhkan, akan tetapi Allah SWT menghendaki agar
pengobatan itu dipelajari oleh ahlinya agar sesuai dengan penyakit yang akan
diobati sehingga akan mendorong kesembuhannya. Karena semua penyakit
memiliki obatnya, dan manusialah yang perlu untuk mencari dan
menggunakan obat-obatnya bagi penyembuhan penyakitnya.
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BAB III
METODE PENELITIAN
A. Alat dan Bahan
1. Alat-alat yang digunakan
Autoklaf (Hirayama), Inkubator (Memmert), Laminar Air Flow,
Lampu UV 254 nm (UVP Upland, CA 91786) dan 366 nm (UVP
Upland, CA 91786), Lemari pendingin (Sanyo), Mikropipet, oven
(Memmert), Penangas air, Rotavapor, Timbangan analitik (Precisa).
2. Bahan-bahan yang digunakan
Agar, air suling, biakan murni (Escherichia coli, Bacillus subtilis ,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhosa, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus mutans, dan Vibrio sp),
dimetil sulfoksida (DMSO), metanol, medium Nutrien Agar (NA),
n-heksan, dan daun Sirsak (Annona muricata L.).
B. Prosedur Kerja
1. Penyiapan sampel
a. Pengambilan Sampel
Sampel daun Sirsak (Annona muricata L.) yang digunakan adalah
daun yang sehat dan tidak berjamur.
33
34
b. Pengolahan Sampel
Sampel yang telah diperoleh, disortasi basah  kemudian
dipotong-potong dan diserbukkan.
c. Ekstraksi Sampel Penelitian.
Daun Sirsak (Annona muricata L.)yang sudah diserbukkan
sebanyak 300 gram dimasukkan ke dalam bejana maserasi lalu
ditambahkan metanol sebanyak 1 L hingga simplisia tersebut terendam,
biarkan selama 1 hari dalam bejana tertutup dan terlindung dari cahaya
sambil diaduk sesering mungkin. Setelah 1 hari, kemudian disaring ke
dalam wadah penampung dan ampasnya diekstraksi kembali dengan
cairan penyari metanol yang baru, maserasi dilakukan sebanyak 3 kali
penyarian.Hasil penyarian yang diperoleh kemudian diuapkan dengan
menggunakan rotavapor. Hingga diperoleh ekstrak metanol kental.
d. Partisi sampel penelitian.
Ekstrak metanol daun sirsak (Annona muricata L.) yang telah
didapat kemudian dipartisi padat-cair dengan menggunakan pelarut
n-heksan. Dipisahkan antara ekstrak yang larut n-heksan dan yang tidak
larut heksan. Bagian yang tidak larut heksan ditambahkan kembali
n-heksan, hal ini dilakukan berulang-ulang hingga bagian yang tidak
larut n-heksan ketika ditambahkan pelarut n-heksan menjadi bening.
Bagian ekstrak metanol larut heksan dan tidak larut heksan
diidentifikasi komponen kimianya dengan KLT.
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2. Sterilisasi alat
Alat-alat yang diperlukan dicuci dengan deterjen, wadah mulut lebar
dibersihkan dengan direndam dengan larutan deterjen panas selama 15-
30 menit diikuti dengan pembilasan pertama dengan HCl 0,1% dan
terakhir dengan air suling. Alat-alat dikeringkan dengan posisi terbalik di
udara terbuka setelah kering dibungkus dengan kertas perkamen. Tabung
reaksi dan gelas erlemeyer terlebih dahulu disumbat dengan kapas
bersih.Alat-alat dari kaca disterilkan di oven pada suhu 1800C selama 2
jam. Alat-alat suntik dan alat-alat plastik lainnya (tidak tahan pemanasan
tinggi) disterilkan dalam otoklaf pada suhu 1210C selama 15 menit
dengan tekanan 2 atm. Jarum ose disterilkan dengan pemanasan langsung
hingga memijar.
3. Pembuatan medium
Medium Nutrien Agar ( NA) dengan komposisi :
Ekstrak Beef                    5      g
Pepton                             10 g
Agar 15 g
Air suling sampai 1000ml
Cara pembuatan :
Bahan-bahan diatas dimasukkan ke dalam gelas Erlenmeyer
dilarutkan dalam air suling sampai 800 ml, dipanaskan sampai larut,
dicukupkan sampai 1000 ml air suling kemudian diatur pH 7,0.
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Selanjutnya disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121ºC dengan
tekanan 2 atm selama 15 menit.
4. Penyiapan mikroba uji.
a. Peremajaan Mikroba Uji.
Masing-masing mikroba uji yaituStaphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus mutans, Bacillus
subtillis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Escherichia
coli, dan Vibrio sp. Diambil satu ose dari biakan murni kemudian
diinokulasikan pada medium NA, lalu diinkubasi pada suhu 370 C
selama 24 jam.
b. Pembuatan Suspensi Mikroba Uji
Hasil peremajaan mikroba, masing-masing disuspensikan
dengan larutan NaCl 0,9% steril kemudian diukur transmitannya
menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang 580
nm pada 25% , sebagai blanko digunakan larutan NaCl 0,9% steril.
5. Pengujian Skrining Antimikroba.
Ekstrak metanol ditimbang 10 mg lalu dilarutkan dengan DMSO
sebanyak 0,2 ml. Setelah larut ekstrak ditambahkan medium NA 9,8 ml
sehingga diperoleh konsentrasi 1 mg/ml. Campuran tersebut dituang ke
dalam cawan petri lalu dihomogenkan dan dibiarkan memadat. Semua
mikroba yang telah disuspensikan, masing-masing diambil 5 µl dan
diratakan di atas medium yang memadat. Lalu diinkubasi pada suhu
370 C selama 24 jam.
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Perlakuan yang sama juga dilakukan pada ekstrak larut n-heksan dan
ekstrak tidak larut n-heksan. Kemudian diamati ekstrak yang memberikan
aktivitas penghambatan terhadap mikroba uji, yang ditandai dengan tidak
adanya atau sedikitnya pertumbuhan mikroba uji.
6. Pemisahan Senyawa Secara Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
Ekstrak aktif antimikroba dipisahkan secara KLT dengan
menggunakan  eluen  polar etil asetat : etanol : H2O ( 8 : 2 : 1 ) dan eluen
non polar n-heksan : etil asatat ( 1 : 2 ). Kemudian kromatogram yang
dihasilkan diamati bercaknya di bawah sinar UV pada panjang
gelombang 254 nm dan 366 nm serta penampak bercak H2SO410%.
7. Pengujian Secara KLT bioautografi
Ke dalam cawan petri dituang medium NA sebanyak 10 ml dan
ditambahkan suspensi bakteri uji yang dihambat pertumbuhannya pada
saat skrining sebanyak 0,02 ml lalu dihomogenkan. Kromatogram hasil
pemisahan senyawa secara KLT kemudian diletakkan di atas permukaan
medium yang memadat.Setelah 60 menit, lempeng (kromatogram)
diangkat dan dikeluarkan. Selanjutnya diinkubasi selama 24 jam pada
suhu 370 C. Diamati daerah hambatan yang terbentuk.
8. Identifikasi bercak aktif beberapa penampakan bercak
Kromagtogram disemprot dengan menggunakan pereaksi semprot
sebagai berikut :
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 Alkaloid
Pereaksi yang digunakan Dragendrorf atau pereaksi mayer atau
pereaksi buchardat. Dengan pereaksi dragendorf akan
menghasilkan warna jingga dengan latar belakang kuning untuk
senyawa golongan Alkaloid. Untuk pereaksi mayer akan
menghasilkan endapan putih.
 Steroid
Pereaksi yang digunakan Lieberman burcard atau pereaksi
salkowski. Kromatogram terlebih dahulu dipanaskan, kemudian
diamati di lampu UV 366 nm, munculnya noda yang berfluoresensi
coklat atau biru menunjukkan adanya Triterpen, sedangkan
munculmya warna hijau kebiruan menunjukkan adanya Steroid.
 Flavanoid
Pereaksi yang digunakan aluminium klorida atau pereaksi natrium
hidroksida atau pereaksi asam sulfat pekat. Diamati dilampu UV
366 nm, akan dihasilkan noda berfluoresensi kuning untuk
senyawa golongan Flavanoid.
 Fenol
Pereaksi yang digunakan besi (III) klorida atau dalam alkohol yang
kadang dimodifikasi dengan penambahan larutan besi (III) sianida
1 % akan dihasilkan warna biru tau hitam untuk senyawa golongan
Fenol.
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 Penampakan bercak H2SO4
Kromatogram dipanaskan pada 1050C selama 5 menit dan diamati
kebanyakan senyawa organik memberikan warna kuning, coklat,
dan hitam.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN
A. Hasil Penelitian
1. Hasil Ekstraksi Daun Sirsak
Setelah dilakukan ekstraksi daun sirsak (Annona muricataL.)
sebanyak 300 gram dengan metode maserasi menggunakan cairan penyari
metanol diperoleh ekstrak metanol kental.Ekstrak metanol kental yang
dipartisi padat-cair dengan menggunakan pelarut n-heksan diperoleh
ekstrak larut heksandan ekstrak tidak larut heksan.
Tabel 1. Hasil ekstraksi daun sirsak (Annona muricataL.)
No Sampel Bobot (gram)
1. Ekstrak Metanol 36, 59
2. Ekstrak larut Heksan 4, 3
3. Ekstrak tidak Larut Heksan 1, 1
2. Pengujian Skrining Antimiktoba
Berdasarkan hasil uji pendahuluan skrining antimikroba pada
masing-masing ekstrak daun sirsak (Annona muricataL.)(metanol, larut
heksan dantidak larut heksan) terhadap beberapa mikroba uji yaitu
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
mutans, Bacillus subtillis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi,
Escherichia coli,danVibrio sp maka diperoleh hasil bahwa ekstrak metanol
memberikan aktivitas yang baik dibandingkan dengan ekstrak metanol
yang larut heksan dan ekstrak tidak larut heksan terhadap mikroba uji
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Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis,dan Salmonella
thyposa. Hasil pengujian selengkapnya dapat dilihat pada tabel 2.
Tabel 2. Hasil pengujian Skrining aktivitas antimikroba ekstrak
daun sirsak (Annona muricataL.) terhadap beberapa
mikroba uji.
No Sampel
Mikroba Uji
SA SM PA ST EC Vsp SE BS
1. Ekstrak
Metanol - - + + - - + -
2. Ekstrak larut
heksan - - - - - - - -
3. Ekstrak tidak
larut heksan - - - - - - - -
Keterangan :
SA :Staphylococcus aureus EC : Escherichia coli
SM : Streptococcus mutans Vsp : Vibrio sp
PA : Pseudomonas aeruginosa SE : Staphylococcus epidermidis
ST : Salmonella typhosa BS : Bacillus subtillis
+ : menghambat pertumbuhan mikroba
- : tidak menghambat pertumbuhan mikroba
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3. Hasil pengujian potensi antimikroba
a. Hasil pemisahan dan pengujian senyawa secara KLT
Pemisahan senyawa ekstrak metanol daun Sirsak (Annona
muricata L.) secara KLT menggunakan 2 eluen dimana eluen polar
yakni etil asetat : etanol : H2O ( 8 : 2 : 1 ) dam eluen non polar yaknin-
heksan: etil asetat ( 1 : 2 ) dengan penampakan bercak lampu UV 254
nm, UV 366 nm, dan H2SO4 10 %. Setelah diuji secara KLT
bioautografi diperoleh bahwa ekstrak metanol daun Sirsak dengan
eluen non polaryang menghambat pertumbuhan mikroba dengan nilai
Rf dapat dilihat pada tabel 3.
Tabel 3. Hasil pemisahan dan pengujian senyawa secara KLT ekstrak
metanol daun sirsak (Annona muricata L.) menggunakan
eluen non polar n-heksan : etil asetat ( 1 : 2 )
Bercak Rf
Penampak Bercak
UV 254 nm UV 366 nm H2SO4
Bakteri uji yang
dihambat
1 1,0 Tidak nampak Coklat
Kemerahan Coklat Tua
2 0,5 Tidak nampak   Coklat
Kemerahan Coklat
Kekuningan
PA
3 0,4 Tidak nampak Coklat
Kemerahan Coklat
Kekuningan
SE, ST
4 0,2 Tidak nampakCoklat
kemerahan            Coklat
PA, SE
5 0,1 Coklat
kehitaman Coklat
kemerahan             Pink
kecoklatan
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Pada pengujian identifikasi komponen kimia aktif ekstrak metanol
daun sirsak (Annona muricata L.) dengan pereaksi Aluminium
klorida, Besi (III) klorida, Dragendorf, Liebermann Burchard, dan
penampak bercak H2SO410%. Dari kelima penampak bercak tersebut
diperoleh hasil yang dapat dilihat pada tabel 4.
Tabel 4 : Hasil Pengujian Identifikasi Komponen Kimia Aktif dari
Kromatogram ekstrak methanol Daun Sirsak (Annona
muricata L.)
Pereaksi Warna bercak
(+)
Warna hasil
penyemprotan
keterangan
Aluminium klorida Hijau berfloresensi -
Besi III klorida Biru atau hijau -
Dragendorf Jingga latar kuning +  Alkaloid
Lieberman buchard Berfloresensi hijau -
Keterangan :
+ : Mengandung
- : tidak mengandung
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B. Pembahasan
Daun sirsak (Annona muricata L.) merupakan salah satu tumbuhan obat
tradisional yang biasa digunakan oleh masyarakat. Hampir seluruh bagian
tanaman dari sirsak memiliki potensi pengobatan. Seperti daunnya dimana
mampu mengatasi infeksi yang disebabkan dari bakteri yaitu diare, bisul, dan
infeksi saluran kemih.
Adanya aktivitas sebagai obat bisul dan antidiare maka dilakukanlah
penelitian untuk membuktikan kebenaran khasiat sebagai antimikroba alamiah
dengan metode KLT-Bioautografi agar penggunaannya dalam masyarakat
dapat dipertanggung jawabkan.
Metode ekstraksi yang digunakan pada penelitian ini adalah metode
maserasi karena alatnya sederhana, mudah dilakukan, dan untuk menghindari
adanya komponen kimia yang rusak akibat pemanasan.
Cairan penyari yang digunakan untuk ekstraksi adalah metanol yang
bersifat semi polar  mampu menyari senyawa yang bersifat polar dan non
polar. Sehingga sulit ditumbuhi oleh bakteri maupun jamur, mudah diuapkan
serta harganya terjangkau.
Ekstrak metanol, ekstrak metanol larut heksan dan ekstrak metanol tidak
larut heksan daun sirsak(Annona muricata L.) yang diperoleh dilakukan uji
skrining antimikroba. Metode yang digunakan adalah metode dilusi padat pada
media agar dengan kadar 1 mg/ml berdasarkan pertimbangan bahwa ekstrak
yang menunjukkan hambatan pertumbuhan mikroba pada kadar tersebut
potensial untuk diteliti lebih lanjut daya mikrobanya. Pada metode dilusi padat
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ekstrak harus terdispersi merata diseluruh bagian media untuk mendapatkan
hasil yang homogen.
Pada skrining antimikroba ekstrak daun sirsak(Annona muricata L.) yaitu
ekstrak metanol, ekstrak matanol larut heksan dan ekstrak metanol tidak larut
heksan dilakukan pada beberapa mikroba uji, yaitu Escherichia coli, Bacillus
subtilis , Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhosa, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus mutans,dan Vibrio sp.
Pemilihan mikroba - mikroba ini didasarkan pada sifat patogenik.
Staphylococcus epidermidis merupakan penyebab infeksi alat kateter yang
menyebabkan endokarditis serta infeksi kulit. Streptococcus mutans merupakan
bakteri anaerob Gram positif yang dapat menyebabkan karies pada gigi.
Staphylococcus aureus merupakan bakteri kokus Gram positif yang bersifat
patogenik penyebab infeksi kulit dan makanan. Salmonella thypi dan
Escherichia coli merupakan bakteri anaerob fakultatif, Gram negatif yang
bersifat patogenik penyebab utama diare kronik, tifoid dan infeksi saluran
kemih. Vibrio sp merupakan bakteri bentuk koma, aerob dan menghasilkan
endotoksin, penyebab kolera. Bacillus subtilis bakteri batang besar, Gram
posiif, aerob yang tumbuh pada makanan dan menyebabkan keracunan pada
makanan.
Berdasarkan hasil skrining aktivitas antimikroba tersebut diperoleh bahwa
ekstrak metanol dengan konsentrasi 1 mg/ml menunjukkan aktivitas
penghambatan pertumbuhan mikroba yang lebih baik dibandingkan dengan
ekstrak metanol larut heksan dan ekstrak metanol tidak larut heksan pada
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bakteri uji Pseudomonas aeruginosa,Staphylococcus epidermidis,dan
Salmonella thyposa.Hasil dari skrining ini mendasari pemilihan ekstrak
metanoluntuk lebih lanjut diuji aktivitasnya sebagai antimikroba.
Pengujian aktivitas antibakteri selanjutnya dilakukan dengan metode KLT
Biautografi. Bioautografi dilakukan untuk mengetahui golongan senyawa
dalam ekstrak metanol daun sirsak (Annona muricata L.) yang mampu
menghambat pertumbuhan bakteri. Sebelum pengujian ini dilakukan, terlebih
dahulu dilakukan uji pendahuluan untuk mengetahui  KLT yang baik. Sistem
KLT yang dipilih adalah sistem yang dapat memisahkan komponen kimia yang
ditunjukkan dengan pemisahan bercak yang baik terutama bercak dari senyawa
yang aktif sebagai antimikroba. Dimana uji pendahuluan disini menggunakan 2
eluen, eluen polar etil asetat : etanol : H2O ( 8 : 2 : 1 ) dan eluen non polar n-
heksan : etil asetat ( 1 : 2 ). Dari hasil uji pendahuluan yang diperoleh eluen
yang baik digunakan adalah eluen non polar n-heksan : etil asetat ( 1 : 2 ).
Metode yang digunakan dalam KLT Biautografi ialah metode kontak yaitu
dengan cara menempelkan lempeng KLT diatas permukaan medium Nutrien
Agar (NA) yang telah diinokulasikan dengan mikroba uji. Setelah 15 – 30
menit, lempeng kromatografi tersebut diangkat dari permukaan medium.
Senyawa antimikroba yang telah  berdifusi dari lempeng  kromatogram ke
dalam media agar akan menghambat pertumbuhan bakteri setelah diinkubasi
pada waktu dan suhu yang tepat sampai noda yang mengambat
pertumbuhanmikroorgansme uji tampak pada permukaan medium membentuk
zona yang jernih.
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Hasil uji denganmetode KLT-Bioautografi diperoleh bahwa noda dengan
nilai Rf 0,2 menghambat pertumbuhan Pseudomonas aeruginosa, nilai Rf 0,4
menghambat pertumbuhan Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
epidermidis, dan Salmonella thyposa, dan nilai Rf 0,5 menghambat
pertumbuhan Staphylococcus epidermidis.
Setelah dilakukan pengujian KLT bioautografi, dilakukan identifikasi
komponen kimia untuk mengetahui senyawa yang terkandung dalam ekstrak
dengan menggunakan pereaksi Aluminium klorida, besi III klorida,
Dragendorf, dan Lieberman burchard. Dimana pada pengujian dengan
menggunakan pereaksi Aluminium klorida bila diamati pada lampu UV akan
dihasilkan noda berfluorosensi kuning untuk senyawa golongan flavanoid.
Pengujian dengan menggunakan pereaksi besi III klorida akan dihasilkan
warna biru kehitaman untuk senyawa golongan fenol. Pengujian dengan
pereaksi Dragendrof akan dihasilkan warna jingga dengan latar belakang
kuning untuk senyawa golongan alkaloid. Dan pengujian dengan peraksi
Lieberman-buchard dengan munculnya noda berfluoresensi coklat atau biru
menunjukan adanya triterpen, sedangkan munculnya warna hijau kebiruan
menunjukkan adanya senyawa steroid. Hasil yang diperoleh yaitu pereaksi
Dragendrof nampak noda berwarna jingga berlatar belakang kuning yang
menunjukkan positif mengandung senyawa Alkaloid.
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BAB IV
PENUTUP
1. Kesimpulan
Dari hasil penelitian yang telah dilakukan maka dapat disimpulkan
bahwa :
1. Ekstrak metanol daun sirsak (Annona muricata L.) dapat memberikan
aktivitas antimikroba terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus epidermidis,dan Salmonella thyposa.
2. Senyawa yang memberikan aktivitas antimikroba berdasarkan uji
identifikasi komponen kimia diduga golongan senyawa alkaloid.
3. Ditinjau dari ayat-ayat Allah swt yang dimana menyebutkan bahwa
tumbuhan yang diciptakan terdapat kebaikan dimana daun Sirsak
(Annona muricata L.) dapat dimanfaatkan sebagai obat untuk orang-
orang sakit serta hadist Rasulullah yang menyebutkan setiap penyakit ada
obatnya.
2. Saran
Perlu dikembangkan penelitian lebih lanjut untuk mengisolasi senyawa
aktif yang terdapat dalam ekstrak methanol daun sirsak (Annona muricata L.)
sehingga dapat diperoleh senyawa tunggal yang berefek antimikroba.
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GAMBAR
Gambar 1. Foto Hasil Pengujian Skrining Antimikroba Ekstrak
Metanol Daun Sirsak (Annona muricata L.)
Keterangan :
A :Staphylococcus epidermidis E : Staphylococcus aureus
B : Streptococcus mutans F : Salmonella typhosa
C : Bacillus subtillis G : Escherichia coli
D :Pseudomonas aeruginosa H : Vibrio sp
A DCB
HGFE
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Gambar 2. Foto Profil Kromatogram ekstrak metanol
Daun Sirsak (Annona muricata L.)
Keterangan :
A  : Bercak yang nampak pada penampak bercak lampu UV 254nm
B  : Bercak yang nampak pada penampak bercak lampu UV 366nm
C  : Bercak yang nampak pada penampak bercak  H2SO4 10%
Eluen = n-Heksan : Etilasetat ( 1 : 2 )
A B C
3
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Gambar 3. Foto Hasil Pengujian Secara KLT-Bioautografi Ekstrak Metanol Daun
Sirsak  (Annona muricata L.) Terhadap Bakteri Pseudomonas
aeruginosa
Keterangan :
A   : Pengujian terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa
B : Bercak yang nampak pada penampak bercak lampu UV 366nm
C : Bercak yang nampak pada penampak bercak lampu UV 254nm
D : Bercak yang nampak pada penampak bercak  H2SO4 10%
E : Bercak aktif
E
E
A DCB
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Gambar 4. Foto Hasil Pengujian Secara KLT-Bioautografi Ekstrak Metanol Daun
Sirsak  (Annona muricata L.) Terhadap Bakteri Staphylococcus
epidermis
Keterangan :
A   : Pengujian terhadap bakteri Staphylococcus epidermis
B : Bercak yang nampak pada penampak bercak lampu UV 366nm
C : Bercak yang nampak pada penampak bercak lampu UV 254nm
D : Bercak yang nampak pada penampak bercak  H2SO4 10%
E : Bercak aktif
E
E
A B DC
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Gambar 5. Foto Hasil Pengujian Secara KLT-Bioautografi Ekstrak Metanol Daun
Sirsak  (Annona muricata L.) Terhadap Bakteri Salmonella thyposa
Keterangan :
A   : Pengujian terhadap bakteri Salmonella thyposa
B : Bercak yang nampak pada penampak bercak lampu UV 366nm
C : Bercak yang nampak pada penampak bercak lampu UV 254nm
D : Bercak yang nampak pada penampak bercak  H2SO4 10%
E : Bercak aktif
E
DCBA
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Gambar 6. Foto Hasil Pengujian Identifikasi komponen kimia Ekstrak Metanol
Daun Sirsak (Annona muricata L.)p
Keterangan :
A  : Pereaksi AlCl3 + UV 366 nm E  : UV 254 nm
B  : Pereaksi FeCl3 F : UV 366 nm
C  : Pereaksi Dragendorf G : H2SO4
D  : Pereaksi  LB + UV 366 nm
A B C
E
D
GF
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Gambar 7 Foto Tanaman Daun Sirsak (Annonap muricata L.)
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